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(S) Viskosimetrischer Affinitatssensor 

@ Die Erfindung betrifft einen viskosimetrischen Affini- 
tatssensor auf der Grundlage sensitiver Flusslgkeiten, de- 
ren kolloidale Bestandteile durch Afflnitatsbtndungen 
vernetzt sind und sich in einer durchstrombaren Dialyse- 
kammer befinden. Der erfindungsgemaSe viskosimetri- 
sche Affinitatssensor ist durch zeitliche und/oder raumli- 
che Trennung der Analytdiffusion von der Viskositats- 
messung und durch das Auftreten hoher Schergesch win- 
dig keiten bei der Viskositatsmessung gekennzeichnet. Ein 
wichtiger Vorteil der Erfindung besteht darin, dsR die Vo- 
tumenverdrangung und Strukturbeeinflussung in der zu 
untersuchenden Matrix sehr gering gehalten warden 
kann. 
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sensitiven Riissigkeit, die wahrend des Viskositats- 
meBvoiganges auftritt die maximale Schergeschwin- 
digkeitder sensitiven Fliissigkeit, die wahrend des Dia- 
lysevoiganges in der Dialysekammer auftritt, flber- 
steigt und mindestens 5 s"^ betragt. 

Das Wesen der vorliegenden Erfindung besteht in der 
Kombination unerwarteter Eigenschaften der sensitiven 
Fliissigkeiten mit bisher nicht bekannten Konstruktions- 
merkmalen. 

Bisher bekannte Konzepte des viskosimetrischen Affini- 
tatssensors basierten auf der aus der Literaiur bekannten Er- 
fahning (vergl. Kulicke, W-M. Polymerlosungen. In: W.-M. 
KuUcke, Herausg-, FlieBverhalten von Stoffen und StofTge- 
15 mischen, Huthig & Wepf-VerL Basel, Heidelberg, New 
York, 52 97, 1986). daB koUoidale Aggregatstrukturen niii 
reversibler Assoziadon der makromolekularen Teilchen 
schersensitiv sind und die viskosimetrische Erfassung derar- 
tigcr Strukturcn dahcr mit raoglichst gcringcr Schcigc- 
20 schwindigkeit erfolgen soUte. Daher wurden viskosimeui- 
sche Affinitatssensoren so konzipiert und gestaltel, daB im 
Hohlfaserlumen bzw. in der Dialysekammer oszillierende 
Stromungsbewegungen mit geringer Amplitude und Fre- 
quenz reaiisiert werden konnen. Unerwartet hat sich gezeigt. 


Viskosimetrische Affinitatsassays und darauf aufbauende 
Affinitatssensoren nutzen den Befbnd aus, daB in einer kon- 
zentrierten Tjosung eines Hydrokolloids und eines di- oder 
poly vale men Affinitatsrezeptors, z. B. eines Lektins oder 
Antikorpers, analytabhangige ViskositUten festgestellt wer- 
den, wenn folgende Bedingungen erfiillt sind: (1) das Hy- 
drokoUoid exponiert in waBriger Losung eine dem Analyten 
ahnliche, an den Rezeptor bindende Struktur in zugangli- 
cher Form, (2) die Konzentration des Hydrokolloids liegt 
uber der kritischen Konzentration fur die teilweise gegensei- 
tigc Durchdringung der Makromolekule (Ehwald R., Baller- 
stadt, R, Dautzenberg H: Anal. Bioch. 234, 1-8, 1996). 

Bisher bekannte viskosimetrische Affinitatssensoren be- 
ruhen auf der Messung des Strbmungs\^dderstandes der in 
einer Hohlfaser befindlichen sensitiven Riissigkeit, welche 
o.g. Komponenten in geeigneter Konzentration enthalt. Da- 
bci bcfindcn sich zur Kraftiibcrtragung oder Gcschwindig- 
keitsmessung in dem Fllissigkeitsleiter noch andere Medien 
wie Luft oder SilikonoL und die MeBanordnung ist so di- 
nicnsioniert, daB die Stromungswiderstande in dem zur 
Kraftubertragung genutzten Medium (Gas oder Ol) gegen- 
uber dem Stromungswiderstand der in der Hohlfaser befind- 

Hchen sensitiven Fliissigkeit gering sind. Ein technisches 25 daB die durch AfEinitatsbindungen strukturierten sensitiven 


LO 


Konzepl des viskosimetrischen Affinitatssensors, das fiirdie 
Verfolgung eines Zeitverlaufes der analytabhangigen Visko- 
sitat geeignet ist, beruhl auf Schwingungsmcssungen in ei- 
ncm offcnen oder geschlossenen Fliissigkcitslciter (Baller- 
stadtR, Ehwald R: Biosensors & Bioelectronics 9, 557-567, 
1994, Ehwald, R. DE-OS 19 50 159 Al, 1996) und erforderl 
Vorrichtungen zur Begrenzung der Menisken auf den 
Sch wi ng u ngsbereich. 
In wichrigen Anwendungsfallen ist es envunscht, die Vo- 


Fliissigkeiten aus Dextran und Concanavalin A bei hohen 
Schergeschwindigkeiten (5 bis 1000 s"^) empfindlicher und 
rcproduzierbarer mil Viskositalsanderungen auf Anderun- 
gen der Analytkonzentralion reagieren als bei niedrigen 
30 Schergeschwindigkeiten. Bei niedrigen Schergeschwindig- 
keiten LriU aufgrund von langsauieo Slrukiurdnderungen 
eine unerwartete Abhangigkeit der Viskositat von der Zeit 
und der Vorbelastung auf Die Analyse der rheologischen 
Besonderheiten der sensitiven Riissigkeiten eigab, dafi erst 


lumen verdrangung und Strukturbeeinflussung durch Ein- 35 unter dem EinfluB starkerer Scherfelder die Viskositat der 
fiihrcn des Sensors in das Untcrsuchungsobjckt, z. B. das sensitiven Riissigkeiten cine rcproduzicrbarc und stark von 
Gewebe eines lebenden Organismus, auf ein MindestmaB zu der Konkurrenz mit freien Liganden abhangige GnbBe wird. 
beschranken. Die bekannte Integration der Dialysekammer Die Abhangigkeit der scherungsbedingten Strukturen von 
in einen geschlossenen Flussigkeitsleiter mit miniaturisier- konkurrierenden fireien Liganden ennoglicht die erfindungs- 
ler Pumpe und Silikonol als Kopplungsflussigkeit (Ehwald 40 gemaBe raumhche und/oder zeithche Trennung von Dialyse 
R, DE-OS 19 50 159 Al, 1996) ist fiirsolche Anwendungs- und Viskosit^messung, die mit der Anwendung hoher 
fallenachteilig, weildie Verwendungflexibler Verbindungs- Schergeschwindigkeiten verbunden ist. Die notwendige 
schlauche zwischen der Pumpe und der Dialysekammer mit Diffusion des Analyten in die sensitive Riissigkeit kann vor 
einer definierteo MitteUage der oszillierenden Menisken und der V^skositStsmessung in der ruhenden unbelasreten Riis- 
cineni geringen Stromungswiderstand des Ols nicht kompa- 45 sigkeit oder bei geringer Schergeschwindigkeit in einem an- 


tibcl ist. Andererseits treten in einer in der Hohlfaser oszil- 
lierenden Riissigkeit bei langeren MeBzeiten storende \^lu- 
nienanderungen auf, wenn die Riissigkeit an die Auuo- 
sphare grenzt (Ballerstadt R, Ehwald R: Biosensors & Bioe- 
lectronics 9, 557-567, 1994). 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, einen viskosi- 
meunschen Affinitaissensor zu entwickeb, der reproduzier- 
bar Zeitverlaufe der Analytkonzentralion erfaBt. Seine mit 
der zu uniersuchenden LGsung oder Matrix in Verbindung 
slehenden Teile soUen in ein lebendes Gewebe ohne starke 
Strukturanderungen eingefiihrt werden konnen und aus- 
wcchselbar sein. Eine Losung fiir diese anspruchsvoUe Auf- 
gabe gibt die nachfolgend dargestellte Erfindung. Der erfin- 
dungsgeniaBe viskosimetrische Affinitatssensor besitzt fol- 
gende Merkmale: 

- die Steuerung der Dnickverhaltnisse und die Geo- 
tneuie des Riissigkeitsleiters sind so ausgelegt, daB 
Diffusion des Analyten in die sensitive Russigkeit und 


deren Teil des Russigkeitsleiters erfolgen, da bei hohen 
Schergeschwindigkeiten fur die Uberfiihrung der sensitiven 
Russigkeit in den MeSrauin und die Messung der Viskositat 
nur eine kurze Zeit benotigt wird 
50 In dem erfindungsgemaBen viskosimetrischen Affinitais- 
sensor sind die Dimension und die Steuerung der Druck- 
quellen sowie die Dimension der Dialysekammer und gege- 
benenfalls der zusatzhch vorhandenen MeBkammer so aus- 
gelegt, daB bei der Viskositatsmessung weit hOheie Scherge- 
55 schwindigkeiten als in der Dialysekanmier wahrend der Dif- 
fusion des Analyten erreicht werden. 

Der Sensor kann bei der erfindungsgemaBen zeitlicher 
oder raumlicher Trennung von Dialyse und Viskositatsmes- 
sung ohne die raumliche Eingrenzung beweglicher Menis- 
60 ken im Flussigkeitsleiter dauerhaft funktionieren. Dadurch. 
daB hohe Schergeschwindigkeiten zulassig sind, wird die 
Konstruktion eines austauschfahigen und implantierbaren 
Sensorteils, dessen Oberfiacbe als Dialysemembran ausge- 
bildet ist, erleichtert. Die Dialysekammer kann, getrenni 
die N^skositatsmessung zu unterschiedlichen Zeiten 65 von den Pumpen und iibrigen Teilen des Riissigkeitsleiters, 
und/oder in unterschiedlichen Raumen stattfinden, in einen nadelformigen Korper integriert werden, der leicht 

Druckerzeugung imd Flussigkeitsleiter sind so aus- in eine deformierbare gequollene Matrix einzufiihren ist. 
gelegt, daB die maximale Schergeschwindigkeit der Durch die Kombination der o.g. Merkmale ist es moghch. 
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den mil der Flussigphase der Matrix wechselwirkenden Sen- 
sorbestandteil auswechselbar durch flexible Schlauchver- 
bindungen oder flexible Systeme der Kraftiibertragung mit 
den Druckquellen zu verbinden. 

In einer Variante des erfindungsgemafi aufgebauien Sen- 5 
sors kann nach Einstellung des Diffusionsgleichgewichtes 
in der Dialysekammer die den Analyten enthaltende sensi- 
tive Fliissigkeil ganzlich oder teilweise durch die Mefikam- 
mer gesaugt werden. wobei dessen Strbmungswiderstand so 
gewahlt wird, dafi die Viskosiiatsmessung uberwiegend lO 
durch diesen Vorgang bestimmt wird. Erfolgt die Viskosi- 
iatsmessung in einer MeBkammer mil vergleichsweise klei- 
nem Volumen, konnen Dialyse und \^skositatsmessung 
zeitgleich ablaufen. 

Da der Zeitbedarf fiir die Viskosiiatsmessung bei hoher 15 
Schergeschwindigkeit gering ist, entsiehl auch bei zeitlicher 
Aufeinanderfolge von Dialyse und Viskosiiatsmessung nur 
eine unwesentliche Verzbgerung zwischen den Auslausch- 
vorgangen an der Dialysekammer und der Signalbildung. 

Die Erfindung ermoglichi verschiedene vorteilhafte lech- 20 
nische Losungen. Zum Beispiel kann die sensitive Fliissig- 
keil iiber Dialysekammer und ViskosilalsmeBkammer aus 
einem Vorratsraum in einen AufnahmebehSiier gepumpt 
werden, wobei die Einstellung des Gleichgewichts oder 
FlieBgleichgewichis der Analytkonzentration zwischen der 25 
Mauix und der sensidven Fliissigkeil in der Dialysekammer 
vor deren Eintritt in den ViskositalsmeBraum durch Wahl ei- 
ner geeigneien Flufirate gewahrleisiei wird. Der Einflufi des 
Analyten auf den Fliefiwiderstand kann am Strom verbrauch 
der Pumpe, mil Hilfe eines Drucksensbrs oder an der Bewe- 30 
gung eines Menisku's gemessen werden. Es sind oszillie- 
rende und siaiionare Fliisse fiir die Viskosiiatsmessung nutz- 
bar. 

Um einen Wert zu erhalten, der durch den Stromungswi- 
derstand der Fliissigkeiisleiier auBerhalb der Dialyse- und 35 
Mefikammer wenig beeinfluSt ist, kann die kohasive Verbin- 
dung zwischen den sensitiven Teilen und der Ubrigen im 
Fliissigkeitsleiter befindlichen sensitiven Fliissigkeil durch 
eine geeignete Einrichlung getrennt werden, z. B. durch 
Einleiien eines Gases, Gasgemisches oder eines mit waBri- 40 
gen Losungen nicht mischbaren fliissigen Transponmedi- 
ums mil geringer Viskositat. Der MeBvorgang kann hierfur 
in zwei Schritten erfolgen: 

1 . Aquilibrieren der sensitiven iHUssigkeit in der Dia- 45 
lysekammer mit der zu untersuchenden Matrix, 

2. Einleiien des Transportmediums in den Fliissig- 
keitsleiter nahe der Dialysekammer, wobei die aquili- 
briene sensitive Flussigkeit mit. hoher Schubspannung 
aus der Dialysekammer durch di^ MeBkammer bewegl 50 
wird. Beim zweiten Schrilt ist die Messung der analy- 
tabhangigen Viskositat moglich. 

Die Dialysekammer kann so gestaliei werden, daB sie aus 
dem Raum zwischen einer Fes tkdrperoberfl ache und der 55 
Dialysemembran besteht. Fiir die Hersiellung der Dialyse- 
kammer kOnnen, wie in der Mikrodialyse iiblich, Abschnitie 
einer kommerziell verfiigbaren Hohlfaser iiber eine Kaniile 
gezogen werden, so daB zwischen der inneren Oberflache 
der Hohlfasermembran und der auBeren Oberflache der Ka- 60 
niile eine Dialysekammer entsiehl. Das Lumen der Kaniile 
kann als MeBkammer genutzi werden. 

Die Viskositat in der MeBkammer kann durch Slromungs- 
messung bei definieriem Druck oder durch Druck- bzw. Lei- 
stungsmessung bei definiencm VolumenfluB erfaBl werden. 65 
Im letzien Fall ist es sinnvoll. eine Druckquelle einzusetzen, 
die aufgrund ihres Baues einen vom Stromungswidcrstand 
unabhangigen VolumenfluB erzeugt," ' z. B. eine Kolben- 


pumpe, die durch einen Elektromotor mit starker Unterset- 
zung betrieben wird. Es sind Varianten des Sensors moglich, 
bei denen die Pumpe auf einer Seite des'Fliissigkeitsleiters 
mil konstanier Druckdifferenz saugt und auf der anderen mil 
der gleichen Druckdifferenz driickt. Dies ist beispielsweise 
durch eine Pumpe mil zwei Kammem erreichbar, wenn die 
fiir die Untersetzung der Mptordrehzahl eingesetzie Gewin- 
destange zwei gleich siarki Kolben bewegl. Neben den ge- 
nannten Pumpeniypen kommen auch dielektrische oder ma- 
gnetische Pumpen oder durch eine Feder angetriebene Pum- 
pen in Frage. 

Die Viskositat in der MeBkammer kann bei definierten 
Druckdifferenzen durch Erfassung der fiir die Bewegung ei- 
nes bestimmien Volumens benotigien Zeit bestimmt wer- 
den. Das letzigenannte MeBprinzip laBt sich durch die Mes- 
sung der Zeit, die fiir die Bewegung eines Gas-Flussig-Me- 
niskus zwischen zwei elektrischen oder oplischen Marken 
benotigl wird, realisieren, Wenn die Richiung der Druckdif- 
ferenz bei Eireichen einer Marke durch eine geeignete elek- 
ironische Steuerung der Druckquelle mil Hilfe von Venlilen 
geanderl wird. bleibt die Bewegung des Meniskus auf den 
Raum zwischen den bei den Marken beschrankl. Wird auf 
diese Weise eine oszillierende Bewegung eines Teils des 
Dialysekammervolumens durch die MeBkammer bewirkl, 
ist die Periodenlange der Viskositat proportional und die 
durch den Wasserausiausch mit der Matrix verursachlen Vo- 
lumenanderungen der sensitiven Fliissigkeil bleiben mini- 
mal. 

Da die MeBkammer aufgrund der Anwendbarkeit hoher 
Schergeschwindigkeiten sehr eng und kurz gesialtet werden 
kann, ist es moglich, die fiir die Messung benotigien Volu- 
men verschiebungen in der MeBkammer sehr gering zu hal- 
len und einen Siromungswiderstand der MeBkammer zu 
wahlen, der deutlich iiber dem Widerstand fiir das Nachstro- 
men der sensitiven Fliissigkeil aus der Dialysekammer, der 
durch die Elastizitat der Dialysekammer und die Wasserper- 
meabilitat der Dialysemembran bestimmt wird, liegt. Hier- 
durch wird eine Viskosiiatsmessung in der MeBkammer 
auch dann mOglich, wenn die Dialysekanrnier blind endet 
und nur einseitig mil dem iibrigen Teil des Fliissigkeilslei- 
lers verbunden ist. In diesem Fall resultiert das durch die 
MeBkammer stromende Volumen aus der Deformierbarkeit 
der Dialysekammer und die Permeabilitat der Dialysemem- 
bran fiir Wasser. Ist der Widerstand fiir den Wassertransport 
durch die Dialysemembran storend, ist auf einen geringen 
Volumenelasiiziialsmodul der Dialysekammer (Verhaltnis 
der Druckanderung zur Volumenanderung) zu achten. 

Ausftihrungsbeispiele 

A. Der Sensor enihalt folgende Teile: einen Elektromotor 
mit Gewindestange und Bowdenzug, eine Pumpe mil Vorral 
an sensitiver Fliissigkeil und Drucksensor (Abb. 1 , oben), 
eine Dialysenadel (Abb. 1, Mitle) und ein Probensamhielge- 
faB. 

Der Elektromotor bewegl mit starker Untersetzung eine 
Gewindestange, mil deren Hilfe ein diinner Metalldrahl 
durch einen Bowdenzug verschoben werden kann. Eine 
Pumpenkammer ist hinsichtlich ihres Volumenelasliziiats- 
moduls so auf die GroBe der Dialysekammer und die Emp- 
findlichkeit des Drucksensors abgestimml, daB eine Volu- 
menanderung, die kleiner als das Volumen der Dialysekam- 
mer ist, eine gut mcBbare Druckanderung bedingl. Der In- 
nenraum der Pumpenkammer ist durch eine flexible Mem- 
bran zweigcieilt. Ein Raum enihalt einen Drucksensor (1) 
und ist mit gasfreiem Silikonol gefiillt. Dieser Raum enihalt 
das freic Ende des Bowdenzuges, der durch eine gepreBle 
Silikongummi-Dichiung hinein- oder herausbewegl werden 
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kann. Der andere Raum enthaJt ausschlieBlich die sensitive 
Flussigkeii und isi iiber eine kurze Polypropylenschlauch- 
verbindung (ca. 10 mm) mit der Dialysenadel verbunden. 
Die sensitive Flussigkeii enthall den Analyien. z. B. Glu- 
cose in einer Konzentration» die dem Erwartungswert enl- 5 
spricht. Die Dialysenadel (Abb. 1 , Mine) enthall. wie fur die 
Mikrodialyse iiblich. eine Kapillare, welche von Dialyse- 
kammem umgebcn ist, die nach auBen durch die Wand einer 
Dialysehohlfaser abgeschlossen werden. Die Dialysekam- 
mem sind weiter als die Kapillare. Sie sind an der Basis der lO 
Dialysenadel durch eine kurze .Schlauchleitung mil dem 
F*robensammelbehalter verbunden. Die Dialysenadel und 
die Polypropylenschlauche sind mil sensitiver Flussigkeii 
gefullt. Die Dialysenadel besiizt einen hoheren Siromungs- 
widerstand als die Schlauchleiiungen. Der kleinlumige Pro- 15 
bensammelbehalier ist ein kurzes. zur Aimosphare offenes 
Polypropylenrohr, dessen Wand mit saugfahigem Material 
ausgekleidet ist. 

Diese Varianie des Sensors ermoglicht folgende Gestal- 
tung des MeBvorgangs: 20 
Der Metalldraht des Bowdenzuges wird in das Silikonol so- 
weit hineingeschoben, dafi die Volumenanderung zum voll- 
standigen Ersatz der sensitiven Flussigkeii in der Dialyse- 
kammer ausreicht. Die Geschwindigkeit dieses Verdran- 
gungsvorganges ist so bemessen, daB hierbei eine gut meB- 25 
bare Druckerhohung am Sensor (ca. 0,5 bar) registiiert wird. 
Das Druckzeitverhalien wahrend des Vortriebes oder die 
Druckrelaxation nach Beendigung des Vortriebes des Me- 
talldrahies werden elektronisch ausgewertet. Nach einer 
Dialysezeit von ca. 2 oder 3 min wird der Metalldraht in enl- 30 
gegengesetzier Richtung um ein geringeres MaB als beim 
Vortrieb, z. B. die Halfte des Yonnebes, verschoben. Die 
hierbei oder anschlieBend auftreiende Druckanderung wird 
ebenfalls elektronisch ausgewertet. A us Differenzen oder 
Quotienten der bei der Vorwans- und Ruckwartsbewegung 35 
gemessenen Parameter, z. B. der Geschwindigkeiiskonsian- 
len der beiden Druckrelaxationsprozesse, wird die Abwei- 
chung der Analytkonzentrauon vom Sollweit mit Hilfe einer 
Eichkurve bestimmi. Die Bezugnahme auf den Sollwert der 
Analyikonzentralion hat den Voncil, daB hierdurch die Not- 40 
wendigkeit einer Temperaturkompensation entfalll. Da- 
durch, daB ein groBeres Volumen in Richtimg Sammelbehal- 
ler verschoben wird als in entgegengeseuter Richtung, wird 
gewahrleistet, daB sich die Dialysekammer vor jeder Mes- 
sung mit sensitiver Flussigkeii definiener Zusammenset- 45 
zung fiillt, die nichi signifikant durch die osmouschen Pro- 
zesse an der Hohlfasermembran veranderi wird. 

B. Der Flussigkeitsleiter des Sensors beslehl aus einer 
Pumpe mil Vorratsraimi fur die sensitive Flussigkeii, einer 
Dialysenadel, einem Elektrodenraum (Abb. 1. unten) und 50 
einem Probensammelbehalter, der an einen Unterdruckbe- 
halter und eine Vakuumpumpe angeschlossen ist. 

Eine Dialysenadel wird an diinne Polypropylenschlauche 
angeschlossen. Einer der Schlauche verbindet die Dialyse- 
kammem mit dem VorratsgefaB fiir die sensitive Flussigkeii, 55 
der andere die Kapillare mil dem Sammelbehalter fiir ver- 
brauchte sensitive Flussigkeii. Der Probensammelbehalter 
und die Pumpe fiir die sensitive Fliissigkeit sind wie in Bei- 
spicl A ausgefuhrz^ jcdcch isi dn Dnickscnscr zdctz crfor- 
derlich. Der Probesammelbehalter kann wahlweise iiber 60 
Ventile mit einem Unterdruckbehalter oder der Atmosphare 
verbunden werden. Im Unterdruckbehalter wird ein defi- 
niener Unierdruck mil Hilfe einer Vakuumpumpe aufrechl- 
erhalten. Nahe der Dialysenadel ist das Lumen der Polypro- 
pylenleitung zwischen den Dialysekammem und der Pumpe 65 
fiir die sensitive Fliissigkeit verengt (Innendurchmesser ca, 
200 pM) und ihre Wandung wird durch mit Wasser nichi be- 
neubare feine hydrophobe Poren durchbrochen. Die MeB- 


kapillare ist in FluBrichtung der Dialysehohlfaser nachge- 
schaltet. An die MeBkapillare schlieBl sich abfluBseitig ein 
zylindrischer Elektrodenraum (Abb. 1, union) mit einem 
Durchmesser von ca. 200 pm an. In seiner Innenwand befin- 
den sich in einem bestimmien Abstand 2 Paare elektrisch 
isolierter Elekiroden. An Hand der Kapazitat der Elcklroden 
in einem Wechselstromkreis isi feststellbar. ob sich zwi- 
schen ihnen sensitive Fliissigkeit oder Luft befindei. Der 
Elektrodenraum isi iiber Polypropylenschlauche mil dem 
Probensanmielbehalter fiir die verbrauchle sensitive Fliis- 
sigkeit verbunden. 

Diese Variante des Sensors ermoghcht folgende Gestal- 
tung des MeBvorgangs: 

Der Probensammelbehalter wird auf Atmospharendruck ge- 
brachi. Danach wird mit Hilfe der Pumpe eine kleine Mengc 
der sensitiven Fliissigkeit durch die Dialysenadel und den 
Elektrodenraum in den Vorraisbehalter gedriickt. Anschlie- 
Bend wird die Fliissigkeitssaule zuriickbewegt, bis sich der 
Meniskus im Elektrodenraum am ersien Elektrodenpaar (2) 
befindei. Nach einer Dialysezeit von 3 min wird das Veniil 
zur Atmosphare geschlossen und das Ventil zum Unter- 
druckbehalter gebffnet. Hierdurch wird die Fliissigkeits- 
saule unter Spannung geseut, und es dringt an der porosen 
Slelle Luft in die Polypropylenleitung ein. Dabei bewegi 
sich eine kleine, vom Vorral abgetrennte Menge der sensiti- 
ven Fliissigkeit durch die Dialysenadel in Richtung Sam- 
melbehalter. Die Zeil. die von der Offnung des Vakuumven- 
lils bis zur Verdrangung der Luft am zweiten Elektrodenpaar 
(3) verstreicht, wird mil Hilfe eines elekironischen Zahlers 
gemessen. Sie ist ein MaB fiir die durch den Analyien beein- 
fluBie Viskosilat der sensitiven Fliissigkeit nach Dialyse. 
Nach Durchtriti durch die Dialysenadel bewegi sich die zur 
Messung verwendele Menge der sensitiven Fliissigkeit in 
den Sammelbehalter. Nach der hierfiir erforderlichen Zeii 
wird der Sammelbehalter wieder auf Atmospharendruck ge- 
bracht. AnschlieBend wird das Hohlleitersystem wieder 
vollstandig mit sensitiver Fliissigkeit gefiillt. um die nachsie 
Messung vorzubeireiien. 

C. Der Sensor enthalt in Reihe geschaliet folgende Teile , 
des Fliissigkeitsleiiers: eine Pumpe fiir die sensitive Fliissig- 
keit, einen Elektrodenraum, eine Dialysenadel und einen 
Sammelbehalier. der iiber Venule mit der Atmosphare oder 
einem Druckbehalier verbunden ist. 

Die Pumpe fiir die sensitive Fliissigkeit, der Elektroden- 
raum, die Dialysenadel und der Sammelbehalter sind gesial- 
tet. wie in Beispiel A und B beschrieben. Die Dialysenadel 
wird so an Polypropylenschlauchleitungen angeschlossen, 
daB der Dialyseraum abfluBseidg an den Probensammelbe- 
halter fiir verbrauchle sensidve Flussigkeii angeschlossen 
ist. In kurzer Entfemung vom Elektrodenraum befindet sich 
an der Polyproplyenleitung eine kurze, englumige Abzwei- 
gung, die iiber ein Gaseiniritisvenlil mil der Atmosphare 
verbunden ist. Der Elektrodenraum befindei sich zwischen 
dieser Lufteintriltsmoglichkeil und der MeBkapillare. Das 
Volumen zwischen den beiden Elekiroden entspricht anna- 
hemd dem Volumen der Dialysekanmier. An die Dialyse- 
kanmier schlieBl sich in kurzer Entfemung der Probensam- 
melbehalter an, der iiber einen Polypropylenschlauch mil ei- 
CCT Casdns^kbctaher ^koppct isL In der PolyjKvpylsr,- 
leitung zwischen dem Gasdruckbehaiter und dem Sammel- 
gefaB befinden sich Ventile. mil deren Hilfe der Sammelbe- 
halter entweder mil dem Druckbehalier oder mil der Atmo- 
sphare in Verbindimg gebrachl werden kann. 

Diese Variante des Sensors ermSglicht folgende Gestal- 
lung des MeBvorgangs: 

Mil Hilfe der Pumpe fiir die sensitive Fliissigkeit wird eine 
kleine Menge der sensitiven Fliissigkeit, die etwa dem 
Zweifachen des Volumens der Dialysekammer entspricht, 
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mit geringer Geschwindigkeit in den Sammelbehalter ge- 
driickt. Dabei ist das (Jaseintrittsventil in der Abzweigung 
geschlossen. Durch elne Kolbenpumpe wurde inzwischen 
der Gasdruckbehalter, auf einen definierten Unterdruck ge- 
brachl. Das Gaseintrittsvenlil an der Abzweigung und das 5 
Unterdruckventil zura Sammelbehalter werden geofiiiet. Es 
dringt an der Abzweigung Luft in die Schlauchleitung und 
beim Siromen der Flussigkeit durch die Dialysenadel be- 
wegt sich der Meniskus durch den Elektrodenraum. Die 
Zeit, die zur Bewegung des Meniskus zwischen den beiden lO 
Elektrodenpaaren benotigt wird, ist der Viskositat der sensi- 
tiven Riissigkeil vor (ileichgewicbtseinstellung mit der 
MeBlSsung proportional. Nachdem der Meniskus das der 
MeBkapiUare nachstliegende Elektrodefipaar erreicht hat, 
wird das Ventil zum Druckbehatter geschlossen und der 15 
Sammelbehalter durch Offnen eines Ventils zur Atraosphare 
auf Atraospharendruck gebracht, wodurch die Fliissigkeits- 
saiile zum Stehen konmii. Wahrend der Dialysezeit von 2 
bis 3 Minutcn wird bci gcschlosscncm Vcndl cin dcfinicrtcr 
Uberdruck im Gasdruckbehalter erzeugt. JMach der Dialyse- 20 
zeit wird der Gasdruckbehalter wieder mit dem Probensam- 
melgcfaS verbunden, wodurch der Meniskus zuriickbewegt 
wird. Hierbei flieBt die durch den Analyten veranderte sen- 
sitive Flussigkeit durch die MeBkapiUare zuriick, so daB 
eine durch den Analyten veranderte Viskositat durch die 25 
Verse hiebungszeit des Meniskus zwischen den beiden Elek- 
trodenpaaren bestimmt wird. Auch bei dieser Anordnung 
kann die sensitive Fliassigkeil in der Pumpe den Analyten in 
einer definierten SoUwert-KonzcnUration enthalten. Die Ab- 
weichung von dieser Konzentrarion kann aus dem Verhalt- 30 
nis der Verschiebungszeiten fur die beiden Bewegu^g^arich- 
lungen erfaBt werden. Da das Verhaltnis der affinitatsvemiit- 
telten Viskositacen bei iinterschiedlichen Analytkonzentra- 
donen wenig von der Temperatur abhangt liefert diese Va- 
riante des Affinilatssensors auch oiine Tprmostaten genaue 35 
Wcrtc. 

D. Der Sensor enthSlt eine blind endende Hohlfaser, die 
an einer nadelforniigen, auf Siliziumbasis hergestellten Ka- 
piliare mit KapazitatsmeBkammer (Abb. 2) befesugt isL 

Bin n-leiiendes, ca. 200 pni starkes, 0,5 mm breites und 40 
20 mm langes Halbleiteisubstrat (1), welches mittels be- 
kannter Verfahren gas- und wasserdicht mit einer ahnlich 
gestalteien DeckpLatte aus Borsilikatglas verbunden ist, ent- 
halt einen tiefen dreieckigen Einschnitt (4) und einen an- 
grenzenden flacheren Einschnitt (3), wodurch eine nach 45 
oben durch die Glasplatte (2) begrenzte durchgehende Ka- 
pillare entsteht. Die Innenwand der Kapiilare ist durch ther- 
mische Oxidation des Siliziuiiisubslrales aach der V-Grabe- 
natzung voUstandig mit SiOa ausgekleidet. Der durch den 
lieleren Einschnitt (4) gebildete KapiUarteil besitzt einen im 50 
Vergleich zum Einschnitt (3) etwa 5fachen Querschnitl und 
wird seitlich durch zwei p-leitende Halbleiterzonen (5) und 
(6) begrenzt. Letztere sind durch den Einschnitt selbst und 
das n-leitende Siliziumsubstrat voneinander geirennt. Die 
p-leitenden Halbleiterzonen (5) und (6) sind mit Kontakten 55 
<5a) und (6a) versehen, welche mitteis diinner ArischluB- 
drahie rait dem Eingang einer miniaturisierten, an dem Ka- 
pillarkorper befestigten KapazitatsmeBvorrichtung (7) ver- 
bunden werden. Der so autgebaute nadeliormige Sensorkor- 
per wird auf der Seite der engeren Kapiilare im Gebiet (10a) 60 
wasserdicht mit der einseiug verschlossenen Hohlfaser ver- 
bunden. Die so gebildete Dialysekammer ist mit der sensiti- 
ven Russigkeit (U) gefullt, welche iiber die MeBkapiUare 
(3) und die als Elektrodenraum ausgebildefe weitere Kapii- 
lare (4) mit einem Gasraum (9) in Verbindung steht. Dieser 65 
Gasraum besteht aus einem diinnen Gasschlauch (8) mit ei- 
nem Durchmesser < 2 umi, welcher mit dem nadelformigen 
Sensorkorpers gasdicht verbunden ist. Der Schlauch fuhrt 
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zu einer Uber- und Unterdruck erzeugenden Gaspum'pe 
(-0,1 bis +0,3 MPa). Die vorstehend beschriebene nadelfor- 
mige Sensoranordnung kann in eine Kaniile eingepaBt und 
mit ihrer Hilfe in die zu untersuchende Matrix bzw, ein Ge- 
webe eingestochen werden. 

Diese Variante des Sensors ermoglicht folgende Gesial- 
tung des MeBvorgangs: 

Durch Anwendung eines Gasvordruckes von ca, 3 bar- wird 
die Flussigkeit bis zur Verjiingungsstelle der Kapiilare in- 
nerhaib einer Zeit t < 10 s herausgedriickt. Dabei entweicht 
Wasser durch die Hohlfasermembran in die Matrix und der 
Dialyseraum wird leicht gedehnt. Bei Unterschreitung einer 
Grenzkapazitat zwischen den Kontakten (5a) und (6a), wel- 
che der Entleerung des Elektrodenraumes (4) enlsprichl, 
wird der Gasraum evakuiert, wodurch sich die MeBkapiUare 
wieder fiiUt. Der FOUvorgang wird nach Oberschreiten einer 
Maximalkapazitat abgebrochen. AnschUeBend kann der Zy- 
klus von neuem gestartet werden. Beim FiiUvorgang wird 
mittels der Kapazitatsandcrung die Geschwindigkeit, niit 
welcher sich der Vorraum (4) fiillt, gemessen. Diese Ge- 
schwindigkeit hangt von der. Viskositat und damil von der 
Glucosekonzenlradon in der MeBkammer ab. Zur Verhinde- 
rung von Differenzen zwischen den Glucosekonzentrado- 
nen in der MeBkammer und d^r Dialysekammer ist eine wie- 
derholte FiiUung und Entleerung der MeBkaiiuner zweck- 
maBig, 

Palenlanspriiche 

1. Viskosimetrischer Afftnitatssensor auf der Grund- 
lage eines fur die sensiuve Russigkeit durchsunomba- 
ren Flussigkeitsleitcrs mit Dialysekammer und ange- 
schlossener Pumpe, gckcnnzcichnct durch folgende 
Merkmale: 

- die Steuerung des Druckes und die Geometrie 
des Fliissigkcitslcitcrs cnnogUchcn cine zcitlichc 
und/oder raumliche Trennung der Diffusion des 
Analyten in die sensitive Russigkeit von der Vis- 
kositatsmessung, 

- Pumpleistung und Russigkeitsleiter sind so 
ausgelegt, daB die maximaie Schergeschwindig- 
keit, die wahrend des MeBvotganges in der sensi- 
dven Flussigkeit auftxitt, die maximaie Scherge- 
schwindigkeit, die wkhrend des Dialysevorganges 
in der sensitiven Russigkeit in der Dialysekam- 
mer auftritt, um mehr als das Zweifache ubersteigt 
und mindestens 5 s"^ betragL 

2. Viskosimeliischer AfTmitalssensor nach Anspruch 
1, gekennzeichnet durch folgendes Merkmal: 

die Dialysekanmier ist Teil eines Korpers, der sich 
nach Art einer Nadel ohne starke Volumenverdriingung 
und Strukturzerstorung in eine viskoeleastische flussig- 
keitshaltige Matrix, z. B. das Unterhautgewebe, einge- 
drucken lafiL 

3. Viskosimetrischer Affinitatssensor nach Anspruch 
1, gekennzeichnet durch folgende Merkmale: 

- die Dialysekammer- ist hydraulisch mit einer 
gesonderten MeBkammer verbunden, 

- der Sensor enthalt eine Vorrichtung fur die 
Messung des Strbmungswiderstandes in der MeB- 
kammer. 

4. Viskosimetrischer Affinitatssensor nach Anspruch 
3, gekennzeichnet durch folgendes Merkmal: 

der FlieBwiderstand der MeBkanuner ist bestimmend 
fiir den FlieBwiderstand des gesamten mil der sensiti- 
ven Hliissigkeil geffillten Sensorraumes, 

5. Viskosimetrischer Affinilatsensor nach Anspruch 3, 
gekennzeichnet durch folgendes Merkmal: 
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Dialysekammer und Mefikammer liegen in Reihe in ei- 
nem gemeinsamcn durchstrombarcn Fliissigkeitsleiier. 

6. Viskosimetrischer Affinitaissensor nach Anspruch 
5, gekennzeichnet durch folgendes Merkmal: 

der Flussigkeiisleiier ist hydraulisch oder pneumatisch 5 
mit einem Raum verbunden, in dem sich ein Drucksen- 
sor bcfindet. 

7. \^skosimeirischer Affinitaissensor nach Anspruch 
3. gekennzeichnet durch folgendes Merkmal: 

die MeBkammer befindei sich im Inneren, die DiaJyse- lo 
kammer an der Oberflache eines nadelformigen K6r- 
pers. 

8. Viskosimetrischer Affinitatssensor nach Anspruch 
3, gekennzeichnet durch folgendes Merkmal: die sensi- 
tive Flussigkeii fiillt die Dialysekammer und die Mefi- 15 
kammer aus und grenzt in dem MeBraum oder in einem 
Vorraum, der die MeBkammer mil der Pumpe verbin- 
dei, an das oder ein anderes mil Wasser nicht mischba- 
res niederviskoses Medium. 

9. \^skosimelrischer Affinitatssensor nach Anspruch 20 

8, gekennzeichnet durch folgendes Merkmal: 

der Vorraum enthalt eine oder mehrere Elektroden, mit 
deren Hilfe die Position des Meniskus erfaBl werden 
kann. 

10. Viskosimetrischer Affiniiatssensornach Anspruch 25 

9, gekennzeichnet durch folgendes Merkmal: 
mindestens eine der Elektroden ist gegeniiber den an- 
deren und gegeniiber der Flussigkeii elektrisch isoliert. 

1 1 . Viskosimetrischer Affinitatssensor nach Anspruch 

3, gekennzeichnet durch folgendes Merkmal: 30 
der Sensor enthalt eine Vorrichtung zur Unterbrechung 
der kontinuierlichen Hussigkeitsverbindung zwischen 
der Dialysekammer und der MeBkammer oder zwi- 
schen der Dialysekammer und einer Pumpe. 

12. Viskosimetrischer Affinitatssensor nach Anspruch 35 
11, gekennzeichnet durch folgendes Merkmal: 

der Fliissigkeitsleiier ist an eine Pumpe zur Fdrderung 
eines flussigen oder gasformigen Transportmediums 
fiir die sensiuve Flussigkeii und an eine oder mehrere 
Dosiervonichtiingen zur Einfuhrung definiener Volu- 40 
mina der sensitiven Flussigkeii und gegebenenfalls an- 
derer Flussigkeiien in das Transponmedium ange- 
schlossen. 

13. Viskosimetrischer Affinitatssensor nach Ansprii- 
chen 4. 5 und 11. gekennzeichnet durch folgendes 45 
Merkmal: 

die Vorrichtung zur Unterbrechung der kontinuierli- 
chen Fliissigkeitsverbindung bestehl aus feinen, mit 
Wasser nicht benetzbaren Poren in der Flussigkeitslei- 
lerwand. 50 

14. Viskosimetrischer Affinitatssensor nach Anspruch 
1. gekennzeichnet durch folgendes Merkmal: 

die Dialysekammer besiehi aus dem Raum zwischen 
einer Festkorperoberflache und der Dialysemembran. 

15. Viskosimetrischer Affinitatssensor nach Anspruch 55 
1 . gekennzeichnet durch folgendes Merkmal: 

die Pumpe besiizi mindestens 1 Pumpenkammer. in der 
ein Kolben mil Hilfe eines Eleklromotors uber eine 
Starke Unierseuung mit weitgehend druckunabhangi- 
ger Geschwindigkeit bewegt werden kann. 60 

16. Viskosimetrischer Affinitatssensor nach Anspruch 
15, gekennzeichnet durch folgende Merkmale: 

- der Kolben ist das Ende eines Metalldrahles, 
der nach Art eines Bowdenzuges in einem flexi- 
blen Rohr gefiihrt wird. 65 

- die Pumpenkammer ist ganzlich oder teilweise 
mit der sensitiven Flussigkeii gefulli und enthalt 
einen IXrucksensor. 
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17. Viskosimetrischer Affinitatssensor nach Anspruch 
16. gekennzeichnet durch folgende Merkmale: 

- die Pumpenkammer wird durch eine flexible 
Membran in zwei Raume geieill. von denen einer 
mil der sensitiven Flussigkeii gefulli und mil der 
Dialysekammer verbunden ist. wahrend der an- 
dere den Kolben enthalt und nach auBen geschlos- 
sen ist, 

- die Volumenelastizitat der Pumpenkammer isi 
auf die GroBe der Dialysekammer und die Emp- 
findlichkeil des Drucksensors so abgestimmt, daB 
eine Volumenanderung der Pumpenkammer, die 
dem Volumen der Dialysekammer gleichi oder 
kleiner als dieses ist, eine gut meBbare Druckan- 
derung zur Folge hat. 

18- Viskosimetrischer Affinitatssensor nach Anspruch 
3, gekennzeichnet durch folgendes Merkmal: 
die Dialysekammer befindei sich einem Hohlfaserseg- 
ment, das an einem Ende verschlossen ist und deren an- 
deres Ende eine Verbindung zur MeBkammer und den 
ubrigen flussigkeitsleilenden Hohlraumen des Sensors 
besilzt. 

19. Viskosimetrischer Affinitatssensor nach Anspruch 

18. gekennzeichnet durch folgendes Merkmal: 

die Deformierbarkeil der Dialysekammer ist ausrei- 
chend, um eine fiir die Viskositatsmessung erforderli- 
che Volumenverschiebung bei geringem Druck zu ge- 
wahrleisten. 

20. Viskosimetrischer Affinitatssensor nach Anspruch 
1, gekennzeichnet durch folgendes Merkmal: 

der Sensor enthalt in einem Voiratsraum eine sensitive 
Flussigkeii, die den Analyten in einer dem Erwartungs- 
wert naherkommenden Konzentration enthalt. 

21. Viskosimetrischer Affinitatssensor nach Ansprii- 
chen 8, 9 imd 10, gekennzeichnet durch folgendes 
Merkmal: 

MeBraum und Vorraum sind in einen auf der Basis der 
Siliziumtechnologie hergestellten nadelformiger Kor- 
per iniegrien. 

22. Viskosimetrischer Affinitatssensor nach Anspruch 
1, gekennzeichnet durch folgendes Merkmal: 

der Sensor enthalt einen Behalter fur die beim MeBvor- 
gang verbrauchte sensitive Flussigkeii, in dem sich ein 
saugfahiges Material fiir waBrige L5sungen befindei. 
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